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BESCHREXBUNG 

Technisches Gebiet 

Technisches Gebiet der Erfindung ist die Herstellung von xenogenen, 
spezif isch bindenden Proteinen in einem lebensfahigen, Nichtprimaten-Sau- 
getierwirt. 

Hintergrund 

Monoklonale Antikdrper finden in der Diagnose und der Therapie Ver- 
wendung. Aufgrund ihrer Fahigkeit zur Bindung an ein spezif isches Epitop 
konnen sie in besonderer Weise zur Identif izierung von Molekulen, die 
dieses Epitop tragen, verwendet werden oder sie konnen als solche oder in 
Verbindung rait einera anderen Rest fur die Diagnose oder Therapie zu einer 
spezif ischen Stelle dirigiert werden. 

Monoklonale Antikdrper enthalten schwere und leichte Ketten, die un- 
ter Definition einer bindenden Region fur das Epitop verbundea sind. Die 
einzelnen Ketten bestehen aus einer variablen Region und einer konstanten 
Region. Die Aminosauresequenz der konstanten Region ist fur einen spe- 
ziellen isotyp des Antikdrpers sowie fur den Wirt, der den Antikdrper 
bildet, spezif isch. 

Aufgrund der Beziehung zwischen der Sequenz der konstanten Region 
und der Spezies, von der der Antikdrper gebildet wird, kann die Einfuh- 
rung eines xenogenen Antikdrpers • in das vaskulare System des Wirts eine 
Immunantwort hervorrufen* Sofem der xenogene Antikdrper im Fall von 
chronischen Erkrankungen wiederholt eingefuhrt werden kann, ist es un- 
zweckmafiig, den Antikdrper zu verabreichen, da er rasch zerstdrt wird und 
eine nachteilige Wirkung aufweisen kann. Es wurden daher zahlreiche An- 
strengungen unternommen, urn eine Quelle fur syngene oder allogene Anti- 
kdrper bereitzustellen. Eine Technik beinhaltet die Verwendung der rekom- 
binanten DNA- Technik, bei der die Gene fur die schweren und leichten Ket- 
ten des Wirts identif iziert und die Regionen, die fur die konstante Re- 
gion kodiereh, isoliert wurden. Diese Regionen wurden mit dem fur die va- 
riable Region kodierenden Bereich von anderen Immunoglobulin-Genen einer 
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anderen Speziee, die auf ein spezielles Epitop abgestellt sind, verbun- 
den. 

Obgleich der dabei erhaltene chimare, teilweise xenogene Antik6rper 
im wesentlichen besser geeignet als ein vollst&ndig xenogener Antikdrper 
ist, weist er immer noch eine Anzahl von Nachteilen auf. Die Identifica- 
tion, Isolierung und Verbindung der variablen und konstanten Regionen er- 
fordert einen erheblichen Arbeitsaufwand, Feraer kann die Verbindung 
einer konstanten Region einer Spezies rait einer variablen Region einer 
anderen Spezies die Spezif itat und Af f initat der variablen Regionen ver- 
andern, so daS die erwunschten Eigenschaften der variablen Region verlo- 
rengehen. Ferner gibt es in der variablen Region Rahmensequenzen und hy- 
pervariable Sequenzen, die fur eine Spezies spezifisch sind. Diese Rah- 
mensequenzen und hypervariablen Sequenzen konnen zu unerwQnschten antige- 
nen Antworten fuhren. 

Daher ware die Bildung von allogenen Antikdrpern zur Verabreichung 
an einen Wirt durch Immunisieren des Wirts mit einem interessierenden Im- 
munogen besonders wunschenswert . Fur Primaten # insbesondere Menschen, ist 
diese M6glichkeit nicht zweckmafcig. Die humanen Antikdrper, die erzeugt 
worden sind, beruhen auf dem zuf&lligen Vorhandensein einer verfugbaren 
Milz aus einem Wirt, der vorher mit dem interessierenden Epitop iramuni- 
siert worden ist. Wahrend humane periphere Blutlymphozyten zur Erzeugung 
von monoklonalen Antikdrpern verwendet werden k6nnen, haben sich diese 
bei Fusionen nicht als besonders erfolgreich erwiesen und ublicherweise 
nur zu IgM gefuhrt. Aufierdem ist es besonders schwierig, eine humane An- 
tikdrperantwort gegen ein humanes Protein zu erzeugen, was bei zahlrei- 
chen therapeutischen und diagnostischen Anwendungen angestrebt wird. Da- 
her besteht ein erhebliches Interesse am Auf f inden von alternativen Wegen 
zur Erzeugung von allogenen Antikdrpern fur Menschen. 

Einsehlagige Literatur 

Thomas und Capecchi, Cell, Bd. 51 (1987), S. 503-512; Koller und 
Smithies, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Bd. 86 (1989), S. 8932-8935 be- 
schreiben die Inaktivierung des fc 2 -Mikroglobulin-Locus durch homologe Re- 
kombination in embryonalen Stammzellen. Berman et al., EMBO J., Bd. 7 
(1988), S. 727-738 beschreiben den humanen Ig VH-Locus. Burke et al., 
Science, Bd. 236 (1987), S. 806-812 beschreiben kunstliche Hef e-Chromoso- 
menvektoren; vgl. auch Garza et al., Science, Bd, 246 (1989), S. 641-646 
sowie Brownstein et al., Science, Bd. 244 (1989), S. 1348-1351. Sakano et 
al. beschreiben ein Divers itatssegment der Gene fur schwere Immunoglobu- 
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linketten (Sakano et al., Nature, Bd. 290 (1981), S. 562-S65) . Tucker et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Bd. 78 (1981), s. 7684-7688 beschreiben 
die Gensequenz der schweren Kette von Mause-IgA. Blankenstein und Kruwin- 
kel, Eur. J. innnunol., Bd. 17 (1987), S. 13S1-13S7 beschreiben fur die 
Maus die variable Region der schweren Kette; vgl. auch Joyner et al.. Na- 
ture, Bd. 338 (1989), S. 153-155, Traver et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, Bd. 86 (1989), S. 5898-5902; und Panchis et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, Bd. 87 (1990), S. 5109-5113. Bruggemann et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, Bd. 86 (1989), s. 6709-6713 beschreiben die Einfuhrung 
eines schwere Ketten-Minilocus in befruchtete Mauseeier. 
Zusammenfassende Daratellung der Erfindung 

Xenogene spezifische Bindungsproteine werden in einem lebensfahigen 
Nichtprimaten-Saugetierwirt durch Immunisierung des Nichtprimaten-Sauge- 
tierwirts mit einem geeigneten Immunogen erzeugt. 

Der Wirt ist gekennzeichnet durch: (1) seine Unfahigkeit zur Bildung 
eines endogenen Immunoglobulins aufgrund einer Lasion in der J-Region 
mindestens einer Kopie des Immunoglobulin- schwere Kette-Locus; und vor- 
zugsweise (2) einen exogenen Immunoglobulin-Locus, umfassend mindestens 
eine konstante Immunoglobulin-Region; oder ein Protein da von, Immunoglo- 
bulin-Sequenzen, die fur die Komponenten der variablen Region von minde- 
stens einer der leichtea und schweren Ketten sorgen, und mindestens ein 
Intron mit entsprechenden Spleifistellen zum Ausschneiden und Zusammen- 
bauen einer funktionellen Immunoglobulin-Untereinheit. ijomit umfaBt der 
Nichtprimaten-Saugetierwirt mindestens eine xenogene konstante Region 
oder ein Protein davon, die zu einem SpleiSvorgang unter Bildung einer 
funktionellen J-Region eines endogenen oder exogenen Immunoglobulin-Locus 
befahigt ist, oder er kann einen. gesamten Immunoglobulin-Locus des wirts 
unter Substitution durch einen teilweisen oder vollst&ndigen xenogenen 
Immunoglobulin-Locus aufweisen oder kann einen xenogenen Immunoglobulin- 
Locus, der in ein Chromosom der Wirtszelle inseriert ist, und eine inak- 
tivierte endogene Immunoglobulin-Region aufweisen. Diese verschiedenen 
Alternativen werden zumindest teilweise erreicht, indem man sich einer 
homologen Rekombination an den Immunoglobulin-Loci far die schweren und 
leichten Ketten bedient. 

Beschreibung von speziellen Ausfuhrungsformen 

Ea werden neue, transgene Saugetierwirte, die von Primaten und ins- 
besondere vom Menschen abweichen, bereitgestellt, wobei der Wirt befahigt 
ist, eine Immunantwort gegen ein Immunogen aufzubauen, wobei die Antwort 
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konstante und/oder variable Regionen von Primaten, insbesondere vorn Men- 
schen, oder andere derartige Ef fektor-Peptidsequenzen von Interesse bil- 
det. Die Wirte sind dadurch charakterisiert, dafi sie infolge einer Sub- 
stitution und/oder Inaktivierung der far die endogene Immunoglobulin-Uh- 
tereinheit kodierenden Loci zur Bildung von xenogenen oder modif izierten 
Antikdrpern befahigt sind. Die Modif ikationen behalten zumindest einen 
Bereich der konstanten Regionen, der fur den Aufbau der Bindungsstelle 
der variablen Region, die am C-Terminus an ein funktionelles Peptid ge- 
bunden ist, sorgt. Das funktionelle Peptid kann zahlreiche Formen oder 
Konformationen annehmen und als ein Enzym, Wachs turns fak tor, Bindungspro- 
tein, Ligand, Cytokin, Ef fektorprotein, chelatbildendes Protein und 
dergX. dienen. Bei den Antikdrpern kann es sich urn beliebige Isotypen 
handeln, wie IgA f D, E, 6 oder M oder Untertypen innerhalb des Isotyps. 

Zum Erhalt der gewunschten transgenen Wirte kdnnen zahlreiche Stra- 
tegien angewandt werden. Verschiedene transgene Wirte kdnnen eingesetzt 
werden, insbesondere Mause, hasenartige Wirte, Schafe, Schweine, Pferde, 
Hunde, Katzen oder dergl.,d.h. normalerweise von Primaten abweichende 
Wirte. GroSenteils wurden fur die Erzeugung von B-Lymphozyten zur Immor- 
tal is ierung fur die Erzeugung von Antikdrpern Mause herangezogen. Da 
Mause leicht handzuhaben sind, in grofien Mengen bereitgestellt werden 
k6nnen und fur ihr umfangreiches Immunrepertoire bekannt sind, stellen 
sie ublicherweise die Tiere der Wahl dar. Daher bezieht sich die nachste- 
hende Er6rterung auf Mause, es ist jedoch darauf hinzuweisen, daS auch 
andere Tiere, insbesondere Nichtpr ima ten- Sauge tiere ohne weiteres an- 
stelle der Mause eingesetzt werden kdnnen, wobei man sich der gleichen 
Verfahrensweisen bedient. 

Bei einer Strategie werden als individuelle Stufen die humanen 
schwere und leichte Ke t ten- Immunoglobulin- Genkomplexe in die Mause-Keim- 
bahn eingefuhrt und in einer getrennten Stufe werden die entsprechenden 
Mausegene nicht-funktionell gemacht . Humane schwere und leichte Ketten- 
Gene werden in einem entsprechenden eukaryontischen oder prokaryontischen 
Mikroorganismus rekonstruiert, und die erhaltenen DNA-Fragmente lassen 
sich in Pronuclei von befruchteten Mause-Oozyten oder embryonalen Stamm- 
zellen einfuhren. Die Inaktivierung der endogenen Mause -Immunoglobulin - 
Loci wird durch gezieltes Aufbrechen der entsprechenden Loci durch homo- 
loge Rekombination in embryonalen Mause- Stammzellen erreicht. In jedem 
Pall werden chimare Tiere erzeugt, die sich teilweise von den modif izier- 
ten embryonalen Stammzellen ableiten und zur Ubertragung der genetischen 
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Modifikationen durch die Keimbahn befahigt sind. Die Verbindung von M£u- 
sestammen mit humanen Immunoglobulin- Loci unter Bildung von St&mmen mit 
inaktivierten M&use-Loci fOhrt zu Tieren, deren Antikdrpererzeugung rein 
human ist. 

Diese Strategien beruhen auf der bekamxten Organisation der Immuno- 
globulin- Ket ten-Loci in einer Anzahl von Tieren, da die Organisation, die 
relative Stellung der fur die einzelnen Domtaen kodierenden Exons und die 
Stellung von SpleiSstellen und transkriptionalen Elementen in unter- 
schiedlichem AusmaS bekannt sind. Beim Menschen befindet sich der Locus 
fur die schwere Immunoglobulin-Kette am Chromosom 14. In der 5»-3'-Rich- 
tung der Transkription umfaSt der Locus einen grofien Cluster von Genen 
der variablen Region (V H ) , den Genen der Diversit&tsregion (D) , gefolgt 
von den Genen der Verbindungsregion (J H ) und dem konstanten Gencluster 
<C H ) . Die Grofie des Locus wird auf etwa 2500 Kilobasen (kb) geschatzt. 
Wahrend der Entwicklung von B-Zellen werden diskontinuierliche Genseg- 
mente aus dem Keimbahn-IgH-Locus tnittels einer physikaliechen Umordnung 
der DNA nebeneinander angeordnet. Urn ein funktionelles schwere Ketten- Ig- 
Polypeptid zu bilden, mussen drei diskontinuierliche DNA-Segmente aus den 
V H -, D- und J H -Regionen in einer speziellen sequentiellen Anordnung ver- 
bunden werden: V H an DJ H unter Bildung der funktionellen Einheit V H DJ H . 
Nachdem V H DJ H gebildet worden ist, werden spezielle schwere Ketten er- 
zeugt unter anschliefiender Transkription des Ig-Locus, wobei als Matrize 
die spezif ische V h DJhC h - Einheit mit einem Gehalt an Exons und Introns 
herangezogen wird. Es gibt zwei Loci far Ig-leichte Ketten, den K -Locus 
am humanen Chromosom 2 und dem \-Locus am humanen Chromosom 22. Die 
Struktur der IgL-Loci ist Ahnlich der des IgH-Locus, mit der Ausnahme, 
da£ die D-Region nicht vorhanden. ist. Im AnschluS an die IgH-Umlagerung 
wird die Umlagerung eines leichte Ketten-Locus in &hnlicher Weise durch 
Vj,- und J L - Verbindung der k- oder X-Kette erreicht. Die Gro&en der \- und 
K>Loci betragen jeweils ann&hernd 1000 kb. Die Expression von umgelager- 
tern IgH und einer Igic- oder IgX-leichten Kette in einer speziellen B- 
Zelle erlaubt die Erzeugung von Antikdrpermolekaien . 

Urn den IgH nu -Locus zu isolieren, zu klonen und zu ubertragen kann 
ein kunstliches Hefe-Chromosom verwendet werden. Der gesamte igH^-Locus 
kann in einem oder einigen kunstlichen Hefe-Chromosom (YAC) -Klonen ent- 
halten sein. Das gleiche gilt far die Ig-leichte Ketten-Loci. Die an- 
schlieSende Einfahrung der entsprechenden schwere Ketten- oder leichte 
Ketten-YAC-Klone in EmpfSngerhefe berucksichtigt die Rekonstitution von 
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intakten Keimbahn-Ig-Loci durch homologe Rekombination zwischen uberlap- 
penden Homologieregionen. Auf diese Weise lAfit sich die Isolierung von 
DNA-Fragmenten, die fur die humane Ig-Kette kodieren, erreichen. 

um ein breites Spektrum von Antik&rpern von hoher Af finitat zu er- 
halten, ist es nicht erforderlich, da£ man die gesamte V-Region ein- 
schlieSt. Verschiedene V- Region- Genfamilien sind innerhalb des V-Region - 
Clusters eingestreut. Somit kann durch Bereitstellung einer Untergruppe 
(Subset) der bekannten V-Region-Gene der humanen schwere und leichte Ket- 
ten-Ig-Loci (Barman et al., EMBO J., Bd. 7 (1988), S. 727-738) anstelle 
des gesamten Komplements von V-Regionen der transgene Wirt immunisiert 
werden und zum Aufbau einer starken Immunantwort zur Bereitstellung von 
Antikdrpern von hoher Af finitat befahigt werden. Auf diese Weise k6nnen 
relativ kleine DNA-Fragmente des Chromosoms eingesetzt werden, beispiels- 
weise ist in Fig. lb dies er Druckschrift ein Fragment mit angeblich 670 
kb des Ig Hu -Locus dargestellt. Dieses Notl-Notl-Restriktionsf ragment 
konnte zur Bereitstellung von verschiedenen V-Regionen dienen, was zu 
einer erhfihten Diversitat durch Rekombination mit verschiedenen D- und J- 
Regionen und durch Ablauf einer somatischen Mutation fuhren wurde. 

XM fCr die Erzeugung von humanen Antikdrpern in einem xenogenen Wirt 
zu sorgen, ist es erforderlich, dafi der Wirt zur Bereitstellung der not- 
wendigen Enzyme und anderer Faktoren, die an der Bildung von Antik&rpern 
beteiligt sind, kompetent ist, wahrend kompetente endogene Gene zur Ex- 
pression von schweren und leichten Untereinheiten von immunoglobulinen 
fehlen. Somit sind diese Enzyme und andere Faktoren, die mit der Keim- 
bahn-umlagerung, dem SpleiSen, der somatischen Mutation und dergl. asso- 
ziiert sind, im xenogenen Wirt funktionell. Was fehlt, ist eine funktio- 
nelle naturliche Region, die die verschiedenen Exons, die mit der Bildung 
von endogenen Immunoglobulin-Untereinheiten assoziiert sind, enthalt. 

Die humane DNA kann in die Pronuclei von befruchteten Oozyten oder 
embryonalen stammzellen eingefuhrt werden. Die Integration kann willkur- 
lich oder homolog sein, je nach der speziellen angewandten Strategie. So- 
mit kann man unter Anwendung von Transformation, unter Anwendung von re- 
petitiven Stuf en oder in Kombination mit Zuchtungsmafinahmen transgene 
Tiere erhalten, die zur Bildung von humanen Antikdrpern im wesentlichen 
in Abwesenheit von leichten oder schweren Wirts- Immunoglobulin-Unterein- 
heiten befahigt sind. 

Uta die Wirts-Immunoglobulin-Loci zu inaktivieren, kann man sich 
einer homologen Rekombination bedienen, wobei DNA an den Immunoglobulin- 
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Loci von schweren Ketten und leichten Ketten eingefuhrt wird, was die 
Bildung von endogenen Immxinoglobulin-Untereinheiten hemrat. Da zwei 
schwere Ketten-Allelen und zwei leichte Ketten-Loci jeweils mit zwei Al- 
lelen vorhanden sind, kann man zwar die Wahl treffen, die JL-Loci zu igno- 
rieren, es mussen aber mehrfache Trans forma tionen durchgefuhrt werden, 
die zur Inaktivierung von samtlichen Allelen fuhren. (Onter Transforma- 
tion ist eine beliebige Technik zur Einfuhrung von DNA in eine lebensfa- 
hige Zelle zu verstehen, wie Konjugation, Transformation, Transfektion, 
Transduktion, Elektroporation, Lipofektion, "Biolistics" oder dergl.) 
Eine homologe Rekombination kann angewandt warden, urn die einzelnen Loci 
funktionell zu inaktivieren, wobei man die homologe DNA in embryonale 
Stammzellen einfuhrt, wonach sich die Einfuhrung der modifizierten Zellen 
in Empfanger-Blastocysten anschlieSt. Die anschlieSende Zuchtung ermdg- 
licht die Keimbahn-Transmission des inaktivierten Locus. Man kann daher 
sich ffir die Zuchtung von heterozygotischen Nachkommen entscheiden und 
homozygotische Nachkommen der heterozygotischen Eltern auswahlen oder man 
kann erneut die embryonale Stammzelle fur die homologe Rekombination und 
Inaktivierung des vergleichbaren Locus verwenden. 

Obgleich die Anzahl der Transformationsstufen durch Bereitstellung 
von mindestens einem Fragment des humanen Immunoglobul in -Untereinheit -Lo- 
cus fur die homologe Rekombination mit dem analogen endogenen Immunoglo- 
bulin verringert werden kann, kann in dem Fall, dafi nur eine Transforma- 
tion angewandt wird und der humane Locus in das Wirtsgenora in willkurli- 
cher Weise integriert wird, eine Gesamtzahl von 8 Trans format ionen erfor- 
derlich sein. 

Zur Inaktivierung kann eine beliebige Lasion im Ziel-Locus, die zu 
einer Verhinderung der Expression einer Immunoglobulin- tlhtereinheit die- 
ses Locus fuhrt, herangezogen werden. Somit besteht der wichtige Faktor 
darin, dafi die Ig-Keimbahn-Genumlagerung gehemmt wird oder eine funktio- 
nelle Botschaft zur Kodierung der Immunoglobulin-Untereinheit nicht ge- 
bildet werden kann, und zwar aufgrund eines Versagens der Transkription, 
eines Versagens der Verarbeitung der Botschaft oder dergl. 

Zur Inaktivierung des Immunoglobulin- schwere Ketten-XJntereinheit -Lo- 
cus wird die Lasion in die J-Region des schwere Ketten- Immunoglobulin- Un- 
tereinheit-Locus eingefuhrt. Somit bildet man ein Konstrukt, dem eine 
funktionelle J-Region f ehlt und das die Seguenzen neben der J-Region und 
flu&auf warts und/oder f lufiabwarts von der J-Region umfaBt oder die ge- 
samte Region oder einen Teil davon mit einer inaktivierenden Insertion in 
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der J-Region enthalt. Die Insertion kann 50 bp oder mehr umfassen, wobei 
eine derartige Insertion zum Aufbrechen der Formation einer funktionellen 
mRNA fuhrt. Wunschenswerterweise wird die J-Region insgesamt oder teil- 
weise, ublicherweise zu mindestens etwa 75% des Locus und vorzugsweise 
mindestens etwa 90% des Locus, deletiert. Gegebenenfalls kann sich die 
L&sion zwischen den beiden flankierenden Sequenzen, die die homologe Re- 
gion begrenzt, uber die J-Region hinaus in die variable Region und/oder 
in die konstante Region erstrecken. In der leichten Kette konnen J-, V- 
oder C-Regionen oder Verstarkerregionen vorliegen. 

WOnschenswerterweise wird ein Marker-Gen zum Ersatz der J-Region 
verwendet. Bs konnen verschiedene Marker verwendet werden, insbesondere 
solche, die eine positive Selektion ermdglichen. Von besonderem Interesse 
ist der Einsatz einer G4 18 -Resist enz, die sich aus der Expression des 
Gens far Neomycin- Phosphotransferase ergibt. 

FluSaufw&rts und/oder flufiabwarts vom Ziel-Gen-Konstrukt kann ein 
Gen vorliegen, das fur eine Identifizierung des Auftretens eines doppel- 
ten Crossovers sorgt. Fur diesen Zweck kann Herpes s imp lex- Virus -Thymi- 
din-kinase herangezogen werden, da Zellen, die das Thymidin-kinase-Gen 
exprimieren, unter Vewendung von Nucleosid-Analogen, wie Acyclovir oder 
Gancyclovir aufgrund von deren zytotoxischen Wirkungen auf Zellen, die 
ein fiinktionelles HSV-tk-Gen enthalten, abgetotet werden kdnnen. Das Feh- 
len einer Empf indlichkeit auf diese Nucleosid-Analogen zeigt die Abwesen- 
heit des HSV-Thymidin-kinase-Gens und zeigt daher, dafi da, wo eine homo- 
loge Rekombination stattgefunden hat, auch ein doppeltes Crossover er- 
folgt ist. 

Obgleich das Vorliegen des Marker-Gens im Genom zeigt, dafi eine In- 
tegration erfolgt ist, ist es immer noch erforderlich, festzustellen, ob 
eine homologe Integration stattgefunden hat. Dies kann auf verschiedenen 
Wegen erreicht werden. Meistens wird die DNA- Analyse herangezogen, urn die 
Stellung der Integration festzustellen. Durch Verwendung von Sonden fur 
das Insert und die anschliefiende Sequenzierung der 5'- und 3»-Regionen, 
die das Insert flankieren, auf die Anwesenheit des Ziel-Locus, der sich 
uber die flankierende Region des Konstrukts hinaus erstreckt, oder durch 
Identifizierung des Vorliegens einer Deletion, wenn eine derartige Dele- 
tion eingefuhrt worden ist, kann die gewunschte Integration festgestellt 
werden. 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) kann vorteilhaf terweise zum 
Nachweis des Vorliegens einer homologen Rekombination herangezogen wer- 
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den. Es kfinnen Sonden eingesetzt werden, die komplementar mit einer Se- 
quenz innerhalb des Konstrukts und komplementar mit einer Sequenz aufier- 
halb des Konstrukts und am Ziel-Locus sind. Auf diese Weise kann man nur 
dann DNA-Ketten, bei denen beide Primer in den komplementaren Ketten vor- 
handen sind, erhalten, wenn eine homologe Rekombination stattgefunden 
hat. Durch Nachweis des Vorliegens der Sonden fur die Sequenz von erwar- 
teter GrdSe wird das Vorliegen einer homologen Rekombination gestutzt. 

Das Konstrukt kann ferner ein Replikationssystem umfassen, das in 
der Nichtprimaten-Saugetierwirtszelle funktionell ist. Meistens beinhal- 
ten diese Replikationseysteme virale Replikationssysteme, wie Simian Vi- 
rus 40, Epstein- Barr- Virus , Polyoma- Virus , Papilloma- Virus und dergl. 
Verschiedene transkriptionelle Initiationssysteme k6nnen herangezogen 
werden, entweder von Viren oder von Saugetiergenen, wie SV40, Me- 
tallathionein-I und -II-Gene, £-Actin-Gen, Adenovirus -fruhe und spate 
Gene, Phosphoglycerat- kinase -Gen, RNA- Polymerase II -Gen oder dergl. Zu- 
satzlich zu Promotoren konnen Wildtyp-Verstarker herangezogen werden, urn 
die Expression des Marker-Gens zu verstarken. 

Bei der Konstrukt ion der Konstrukte fur die homologe Rekombination 
kann ein Replikationssystem fur Prokaryonten, insbesondere E. coli, zur 
Herstellung des Konstrukts eingesetzt werden, wobei man nach jeder Mani- 
pulation kloniert, eine Analyse, beispielsweise eine Restriktionskartie- 
rung oder Sequenzierung, eine Erweiterung und Isolierung der gewunschten 
Sequenz vornimmt. Wenn das Konstrukt grofi ist, im allgemeinen mehr als 
etwa 50 kbp, ublicherweise mehr als 100 kbp und im allgemeinen nicht mehr 
als etwa 1000 kbp, kann ein kunstliches Hefe-Chromosom (YAC) zum Klonie- 
ren des Konstrukts verwendet werden. 

Nachdem ein Konstrukt hergestellt worden ist und etwaige uner- 
wunschte Sequenzen, z. B. prokaryontische Sequenzen, entfernt worden 
sind, kann das Konstrukt nunmehr in die zielzelle eingefuhrt werden. Be- 
liebige zweckmafiige Techniken zum Einfuhren der DNA in die Zielzellen 
kdnnen eingesetzt werden. Zu den Techniken gehdren die SpMroplastenfu- 
sion, Lipofektion, Elektroporation, durch Calciumphosphat vermittelte 
DNA-Obertragung oder direkte Mikroinjektion. Nach Transformation oder 
Trans fektion der Zielzellen konnen die Zielzellen durch positive und/oder 
negative Marker, wie vorstehend angegeben, Neomycin-Resistenz und Acyclo- 
vir- oder Gancyclovir-Resistenz, ausgewahlt werden. Zellen, die den ge- 
wunschten Phanotyp zeigen, kdrinen sodann we iter durch Restriktionsana- 
lyse, Elektrophorese, Southern-Analyse, PCR oder dergl. analysiert wer- 
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den. Durch Identif izierung von Fragmenten, die die Anwesenheit der La- 
sion(en) am Ziel-Locus zeigen, kann man Zellen identif izieren, in denen 
eine homologe Rekombination unter Inaktivierung einer Kopie des Ziel-Lo- 
cus stattgefunden hat. 

Das vorstehend beschriebene Verfahren kann zunachst mit einem 
schwere Ket ten -Locus in einer embryonalen Stammzelle unter anschliefcender 
Reifung der Zellen zur Bereitstellung eines reifen fruchtbaren Wirts be- 
reitgestellt werden. Anschliefiend kann durch Zuchten der heterozygoti- 
schen Wirte ein homozygotischer Wirt erhalten werden oder es lassen sich 
embryonale Stammzellen isolieren und trans formieren, urn den zweiten IgH- 
Locus zu inaktivieren. Das Verfahren wird wiederholt, bis samtliche er- 
wunschten Loci inaktiviert worden sind. Altemativ kann zunachst der 
leichte Ket ten- Locus behandelt werden. In jedem stadium kdnnen die huma- 
nen Loci eingefuhrt werden. 

Hie bereits erwahnt, kann der Ziel-Locus durch den ana log en humanen 
Locus ersetzt werden. Auf diese Weise kann der humane Locus im wesent li- 
chen in die gleiche Region wie der analoge Wirts -Locus gebracht werden, 
so da£ eine mit der Position des Locus assoziierte etwaige Regulation im 
wesentlichen fur den humanen Immunoglobulin- Locus die gleiche ist. Bei- 
spielsweise kann man durch Isolieren des gesamten V H - Gen-Locus (unter 
Einschlufi der V-, D- und J-Sequenzen) oder eines Teils davon und durch 
Flankieren des humanen Locus mit Sequenzen aus dem Mause-Locus, vorzugs- 
weise mit Sequenzen, die durch mindestens etwa 5 kbp im- Wirtslocus und 
vorzugs weise durch mindestens etwa 10 kbp im Wirtslocus getrennt sind, 
das humane Fragment in diese Region in einem oder mehreren Rekombina- 
tionsereignissen inserieren, wobei man die variable Region des Wirt -Immu- 
noglobulin -Locus durch den humanen Immunoglobulin- Locus ersetzt. Auf 
diese Weise kann man die Fahigkeit des Wirts zur Bildung einer endogenen 
Immunoglobulin-Untereinheit zerstdren, wahrend man es dem Promotor des 
humanen Immunoglobulin -Locus ermdglicht, durch den Wirts -Vers tarker akti- 
viert und durch das Regulationssystem des Wirts reguliert zu werden. 

Nachdem die humanen Loci in das Wirtsgenom entweder durch homologe 
Rekombination oder durch willkurliche Integration eingefuhrt worden sind 
und Wirts tiere mit den inaktivierten endogenen Immunoglobulin -Loci gebil- 
det worden sind, indem man in entsprechender Weise verschiedene transgene 
oder mutierte Tiere gezuchtet hat, kann man einen Wirt erzeugen, dem die 
native Fahigkeit zur Bildung der endogenen Immunoglobulin-Untereinheiten 
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fehlt, der jedoch die Fahigkeit besitzt, humane Immunoglobulins mit einem 
mindestens signif ikanten Bereich des humanen Repertoires zu erzeugen. 

Die funktionelle Inaktivierung der beiden Kopien von jedem der drei 
Wirts-Ig-Loci, wobei der Wirt den humanen IgH-Locus und die humanen Ig k- 
und/oder X-Loci enthalt, ermdglicht die Bildung von rein humanen Antikdr- 
per-Molekulen ohne Bildung von Wirts-Antikdrpern oder chimaren 
Wirts/Mensch-Antikdrpern. Ein derartiger Wirtsstamm reagiert durch Tmmu- 
nisierung mit spezifischen Antigenen unter Bildung von Mause B-Zellen, 
die spezifische humane Antikdrper erzeugen , wobei die B-Zellen mit Mause - 
Myelorazellen fusioniert oder auf eine beliebige andere Weise zur kontinu- 
ierlichen stabilen Bildung von humanen raonoklonalen Antikdrpern .immorta- 
lisiert werden kdnnen. 

Die vorliegenden Methoden und Strategien mussen nicht auf die Erzeu- 
gung von vollstandigen Imraunoglobulinen beschrankt bleiben, sondern bie- 
ten auch die Mdglichkeit, Region en, die mit einem Teil der konstanten Re- 
gion verbunden sind, bereitzustellen, z. B. C H1 , C^, 0%% oder C H4 oder 
eine ^Combination davon. Alternativ kdnnen ein oder mehr Exons der Cg- und 
Ck- oder CX-Regionen durch eine fur ein unterschiedliches Protein kodie- 
rende Sequenz ersetzt oder mit dieser verbunden werden, z. B. mit einem 
Enzym, wie Plasminogen- Aktivator, Superoxid-dismutase und dergl.; mit 
einer Toxin A-Kette, wie Ricin, Abrin, Diphterie-Toxin und dergl.; Wachs- 
tumsfaktoren; zytotoxischen Mitteln, wie TNF oder dergl. Diesbezuglich 
wird beispielsweise auf WO 89/07142, WO 89/09344 und WO .88/03559 verwie- 
sen. Durch Xnserieren des in Frage stehenden Proteins in ein Exon einer 
konstanten Region und durch Gewahrleisten des Spleifiens der variablen Re- 
gion an das Exon der modifizierten konstanten Region kann das erhaltene 
Bindungsprotein eine vom Immunoglobulin unterschiedliche C- terminal e Re- 
gion aufweisen. Durch Bereitstellen einer Stopp-Sequenz mit dem inserier- 
ten Gen weist das Proteinprodukt das inserierte Protein als C-endstandige 
Region auf. Gegebenenfalls kann die konstante Region vollstandig durch 
das andere Protein substituiert werden, beispielsweise indem man ein Kon- 
strukt mit entsprechenden Spleifistellen zur Verbindung der variablen Re- 
gion mit dem anderen Protein bereitstellt. 

Die Antikdrper oder Antik6rperanaloge bildenden B-Zellen aus dem 
transgenen Wirt kdnnen zur Fusion mit einer Mause -Myeloidzelle unter Bil- 
dung von Hybridomen verwendet oder durch ein anderes herkdmmliches Ver- 
fahren, z. B. durch Trans fekt ion mit Onkogenen, immortal is iert werden. 
Diese immortalisierten Zellen kdnnen sodann in einer kontinuierlichen 
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Kultur gezuchtet oder in das Peritoneum eines kompatiblen Wirts zur Bil- 
dung von Aszites eingefuhrt werden. 

Die vorliegende Erfindung gewahrleistet die Erzeugung eines polyklo- 
nalen humanen Antiserums oder von humanen monoklonalen Antikdrpern oder 
Antik6rperanalogen. Wenn der Nichtprimaten-Saugetierwirt mit einem Immu- 
nogen immunisiert worden ist, k6nnen die erhaltenen humanen Antikdrper 
von den ubrigen Proteinen unter Verwendung einer Af f initatssaule mit 
einem Fc-bindenden Rest, wie Protein A oder dergl., isoliert werden. 

Zur Erzeugung von Tieren aus embryonalen Stammzellen kdnnen die Zel- 
len nach Transformation auf einer Zuchtungsschicht in einem geeigneten 
Medium, z. B. mit DMEM versetztem fdtalem Kalberserum, ausgestrichen wer- 
den. Zellen, die das Konstrukt enthalten, kdnnen unter Verwendung eines 
selektiven Mediums nachgewiesen werden. Nach einer fur das Kolonienwachs- 
turn ausreichenden Zeitspanne kdnnen Kolonien ausgewahlt und auf das Auf- 
treten einer Integration oder homologen Rekombination analysiert werden. 
Wie vorstehend beschrieben, kann PCR mit Primern innerhalb oder ohne die 
Konstruktseguenz, jedoch am Ziel -Locus herangezogen werden. 

Kolonien, die eine homologe Rekombination zeigen, k6nnen sodann fur 
die Embryo-Manipulation oder Blastocysten-Injektion herangezogen werden. 
Bias tocys ten lassen sich aus weiblichen Tieren durch Spulen des Uterus 3 
bis 5 Tage nach der Ovulation erhalten. Die embryonalen Stammzellen kdn- 
nen sodann trypsiniert werden, und die modifizierten Zellen kdnnen mit 
einem Trdpfchen mit einem Gehalt an der Blastocyste versetzt werden. Min- 
destens eine und bis zu 30 modif izierte embryonale Stammzellen kdnnen in 
das Blastozdl der Blastocyste injiziert werden. Nach Injektion werden 
mindestens eine und nicht mehr als etwa 15 der Blastocysten jeweils in 
das Uterushorn von pseudotrachtigen weiblichen Tieren zuruckgef uhrt . Nach 
dem Austragen werden die geworfenen Jungen einem Screening auf mutante 
Zellen mit dem Konstrukt unterworfen. 

Bei den Saugetieren kann es sich urn nicht-humane, insbesondere um 
Nichtprimaten-Saugetiere handeln, wie Labortiere, insbesondere kleine La- 
bortiere, wie Mause, Ratten, Meerschweinchen und dergl., sowie um 
Haustiere, Stubentiere und dergl. 

Die folgenden Beispiele dienen der nicht-beschrankenden Erlauterung 
der Erfindung. 
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Experimenteller Tell 

Xnaktivierung schwere Ketten-ff-Gene von Mausen 
Konstruktion des Inaktivierungsvektors 

Ein 6,4 kb-EcoRI -Fragment rait einem Gehalt an den schwere Ketten-tf- 
Genen von Mausen und den flankierenden Sequenzen wird aus einer BALB/c- 
Mauseembryo-Genombibliothek unter Verwendung der von Sakano et al., Na- 
ture, Bd. 290 (1981) # S. 562-565 beschriebenen Sonden geklont. Dieses 
Fragment (mDJ) wird in EcoRI-verdautes pUC19-Plasmid (pmDJ) inseriert. 
Bin 2,9 kb- Fragment mit einem Gehalt an den 4 J-Genen wird durch xhol- 
Scal-Verdau deletiert (pmDfiJNeo, vgl. Diagramm 1) . Ein 1150 bp-xhol- 
BamHI- Fragment mit einem Gehalt an einem Neomycin -Res is tenzgen unter 
Steuerung durch den Herpes simplex-Virus-Thymidin-kinase-Gen (HSV-tk)- 
Promotor und mit einem Polyom-Ver starker wird aus pMClNeo (Thomas und Ca- 
pecchi, Cell, Bd. 51 (1987), S. 503-512) isoliert. Ein synthet is cher Ad- 
aptor wird an dieses Fragment addiert, urn das BamHI-Ende in ein Scal-Ende 
uberzuf uhren ♦ Das erhaltene Fragment wird mit XhoI-ScaI-pmD5J verbunden, 
um den Inaktivierungsvektor (pmD6J.Neo) zu bilden, bei dem die 5 1 - zu 3'- 
Orientierung des Neomycins und der schwere Ketten-Promotoren identisch 
ist. Dieses Plasraid wird durch Ndel-Verdau vor Transfektion in ES-Zellen 
linearisiert . Die das homologe Rekombinationsereignis steuernden Sequen- 
zen sind die 3 kb- und 0,5 kb-Fragmente, die sich auf der 5»- bzw. 3 ! - 
Seite des Neomycin-Gens befinden. 
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Diagramm 1 

Mause-schwere Ketten-J-Gene-Inaktivierungsvektor 
(A) Target-MSuse-schwere Ketten-J-Gene 

I 1 il H I S I I 1 I i % 
I 1 H— H-H — II I 1 I I II — | — | — | 



- 2800 *4-* 2900 bp 



1 kbp 



£ «l c 
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Die ES-Zellinie E14TG2a (Hooper et al., Nature, Bd. 326 (1987) S. 
292-295) wird auf mit Mitomycin behandelten primaren embryonalen Fibro- 
blasten-Zuchtungsschichten im wesentlichen gemafi den Angaben von 
Doetschman et al., J. Embryol. Exp, Morphol., Bd. 87 (1985), S. 27-45, 
gezuchtet. Die embryonalen Fibroblasten werden aus Embryos von weiblichen 
C57Bl/6-Tieren, die 14 bis 17 Tage vorher mit einem mannlichen Homozygo- 
ten fiir ein Neomycin-Transgen gepaart worden waren (Gossler et al., PNAS, 
Bd. 83 (1986), S. 9065-9069), hergestellt. Diese Zellen sind zum Wachstum 
in Medium mit einem Gehalt an G41B befahigt. Die Bedingungen der Elektro- 
poration sind bei Boggs et al., Ex. Hematol. (NY), Bd. 149 (1986), s. 
988-994, beschrieben. ES-Zellen werden trypsiniert, in Kulturmedien in 
einer Konzentration von 4xl0 7 /ml resuspendiert und in Gegenwart der Ziel- 
DNA in einer Konzentration von 12 nM im era ten Experiment und von 5 nM 
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DNA im zweiten Experiment der Elektroporation unterworfen. Eine Spannung 
von 300 V bei einer Kapazitanz von 150-250 pF erweist sich ale optimal 
bei einer Elektroporationszelle von 5 mm Lange und 100 mm 2 Querschnitt. 
5xl0 6 durch Elektroporation erhaltene Zellen werden in 100 mm-Schalen auf 
mit Mitomycin behandelte Pibroblasten in Gegenwart von Dulbecco-modif i- 
ziertem Eagle -Medium (DMEM) unter Supplement ierung mit 15% fdtalem Kal- 
berserum (FBS) und 0,1 nM 2-Mercaptoethanol ausgestrichen. Die Medien 
werden 24 h nach der Elektroporation durch Medien mit einem Qehalt an 200 
pg/ml G418 ersetzt. 

10-14 Tage nach der Elektroporation erhaltene ES-Kolonien werden mit 
Kapillarpipetten zur Analyse durch PCR entnommen. Die Halfte der einzel- 
nen entnommenen Kolonien wird in Platten mit 24 Vertief ungen, die "bereits 
mit Mitomycin-behandelten-Feeder-Zellen beimpft sind, aufbewahrt. Die 
restlichen Half ten werden in Pools von 3-4 vereinigt, auf Eppendorf-Rohr- 
chen mit einem Gehalt an etwa 0,5 ml PBS ubertragen und durch PCR auf ho- 
mologe Rekorabination analysiert. Die Bedingungen fur die PCR-Reaktionen 
entsprechen im we sent lichen den Angaben von Kim und Smithies, Nucleic 
Acids Res., Bd. 16 (1988), S. 8887-8893. Nach Pelletisieren werden die 
ES- Zellen in 5 fil PBS resuspendiert und durch Zugabe von 55 yX H 2 0 zu den 
einzelnen Rdhrchen lysiert. DNAsen werden durch 10-minutiges Erwarmen der 
einzelnen Rdhrchen auf 95 °C inaktiviert. Nach 30-minutiger Behandlung mit 
Proteinase K bei 55 °C werden jeweils 30 pi Lysat in ein Rdhrchen mit 
einem Gehalt an 20 pi eines Reaktionsgemisches mit einem Gehalt an PCR- 
Puffer, jeweils 1,5 pg Primer, 3U Taq-Polymerase, 10% DMSO und dNTPs in 
einer Konzentration von jeweils 0,2 mM ubertragen. Die PCR-Erweiterung 
wendet 55 Zyklen unter Einsatz eines Thermo zyklogerats mit einer Schmelz- 
dauer von 65 Sekunden bei 92°C und einer Anelier- und Erweiterungszeit 
von 10 Minuten bei 65 °C an. Bei den beiden Primer- Oligonucleotiden han- 
delt es sich urn TGGCGGACCGCTATCCCCCAGGAC und TAGCCTGGGTCCCTCCTTAC, die 
einer Region von 650 Basen auf der 3'-Seite des Startcodons des Neomycin - 
Gens und den im schwere Ketten-Gen der Maus liegenden Sequenzen bzw. 1100 
Basen auf der 3*-Seite der Insertionsstelle entsprechen. 20 fil des Reak- 
tionsgemisches werden der Elektrophorese an Agarosegelen unterworfen und 
auf Nylon-Membranen (Zeta Bind) ubertragen. Filter werden mit einem 32 P- 
markierten Fragment des 991 bp-Xbal- Fragments der J-C-Region gepruft. 
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Diagramm 2 
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Xnaktivierung der M&use-Ig-schwere Ketten-J-Gene in ES-Zellen 
Konstruktion des Xnaktivierungsvektors 

Ein 6,1 kb-EcoRI- Fragment mit einem Qehalt an den Maus e- Immunoglobu- 
lin -schwe re Ketten-J-Region-Genen und f lankier enden Sequenzen, wurde nach 
Klonierung aus einer Balb/c-M&use-Embryogenora-Bibliothek und nach Inser- 
tion in pUCie (pJH) mit Xhol und Nael verdaut, urn ein Fragment von etwa 
2,3 kbp mit einem Gehalt an den 4 J-Genen zu deletieren (vgl. Diagramm 
2A) . Ein Xhol -BamHI- Fragment von etwa 1,1 kbp, das an der BamHI-Stelle 
abgestumpf t war und ein durch den Herpes s implex- Virus -Thymidin- kinase- 
Gen (HSV-tk) -Promotor und Polyora-Verstclrker gesteuertes Neomycin-Resi- 
etenz-Gen enthielt, wurde aus pMClNeo (Thomas und Capecchi, Cell, Bd. 51 
(1987), S. 503-512) isoliert. Dieses Fragment wurde in Xhol -Nael -dele- 
tiertes pJH inseriert, urn den Inaktivierungsvektor (PmH6J; vgl. Diagramm 
2B) zu bilden, in dem die transkriptionelle Orientierung der Neomycin- 
und schwere Ket ten- Gene die gleiche war. Dieses Plasmid wurde vor Trans - 
fektion in ES-2ellen durch Ndel-Verdau linearis iert. Bei den das homologe 
Rekombinationsereignis steuernden Sequenzen handelt es sich urn etwa 2,8 
kbp- bzw. etwa 1,1 kbp - Fragment e in der 5'- bzw. 3 ! -Stellung zum Neomy- 
cin -Gen. 

Zuchtung, Elektroporation und Selektion von ES-Zellen 

Die ES-Zellinie E14TG2a (Roller und Smithies, PNAS, USA, Bd. 86 
(1989), S. 8932-8935 wurde auf mit Mitomycin C behandelten embryonal en 
Fibroblasten-N&hrschichten gem&S den dort gemachten Angaben gezuchtet. 
ES-Zellen wurden trypsiniert, in HBS-Puffer (pH-Wert 7,05, 137 mM NaCl, 5 
mM KCl, 2 mM CaCl 2 , 0,7 mM Na 2 HP0 4 , 21 mM HEPES pH-Wert 7,1) in einer 
Konzentration von 2x10 7 /ml resuspendiert und in Gegenwart von 50 /tg/ml 
des linearisierten Inaktivierungsvektors der Elektroporation unterworfen. 
Die Elektroporation wurde mit einem BioRad Gene Pulser unter Anwendung 
von 240 Volt und 500 /iF Kapazitanz durchgef uhrt . 5x10 s der Elektropora- 
tion unterworfenen Zellen wurden auf mit Mitomycin C behandelten Fibro- 
blasten in 100 mm-Schalen in Gegenwart von Dulbecco-modif iziertem Eagle- 
Medium (DMEM) , das mit 15% f6talem Kalberserum und 0,1 mM 2-Mercaptoetha- 
nol supplement iert war, ausgestrichen. Das Medium wurde nach 24-stundiger 
Elektroporation durch ein Medium mit einem Gehalt an 200 /ig/ml G418 er- 
setzt. G418-resistente ES-Kolonien, die nach 12- bis 14-tagiger Elektro- 
poration erhalten worden waren, wurden mit Kapillarpipetten zur Analyse 
unter Anwendung der Polymerase-Xettenreaktion (PCR) entnommen. Jeweils 
die Half te der entnotrtmenen Kolonien wurde auf eine einzelne Vertiefung 
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einer Platte mit 24 Vertiefungen, die vorher mit Mitomycin C-behandelten 
Feeder-Zellen angeimpft waren, ubertragen. Die zweite Halfte wurde je- 
weils 4-fach gepoolt, in Eppendorf-Rdhrchen mit einem Gehalt an 0,3 ml 
PBS iibertragen, und Zell-Lysate wurden fur die PCR-Analyse gemafi den An- 
gaben von Joyner et al., (Nature, Bd. 338 (1989), S. 153-155) herge- 
stellt. Die PCR-Reaktion umfafite 5-20 /xl des Zell-Lysats, jeweils 1 
Primer, 1,5 u Taq- Polymerase und 200 yH dNTPs. Zur PCR-Amplif ikation wur- 
den 45 Zyklen unter Verwendung einea thermischen Zyklusgerats (Perkin-El- 
mer Cetus) mit einer 1-minutigen Schmelzdauer bei 94«C, einer 2-minutigen 
Anelierungsdauer bei 55°C und einer 3-minutigen Erweiterungsdauer bei 
72 oc durchgefuhrt. Bei den beiden Primer- 01 igonucleotiden handelte es 
sich urn ACGGTATCGCCGCTCCCGAT und AGTCACTGTAAAGACTTCGGGTA, die etwa" 120 
Basen auf der 5'-Seite der BamHI-Stelle des Neomycin-Gens und den Sequen- 
zen im Mause-schwere Ketten-Gen bzw. etwa 160 Basen auf der 3»-Seite der 
Insertionsstelle entsprechen. Kine erfolgreiche homologe Rekombination 
ergibt ein Fragment von etwa 1,4 kbp. 20 fil des Reaktionsgemisches wurden 
der Elektrophorese an 1% Agarosegelen unterworfen, mit Ethidiumbromid ge- 
farbt und auf Nylon-Membranen (Gene Screen) ubertragen. Die Filter wurden 
mit einem 32 P-markierten EcoRI-PstI- Fragment von etwa 1,4 kbp in der 
Mause-schweren Kette in 3'-stellung von der Insertionsstelle gepruft 
(vgl. Diagramm 2). Zur weiteren Analyse wurde Genom-DNA aus ES-Zellen 
hergestellt, mit Restriktionsenzymen gemafi den Empfehlungen der Herstel- 
ler verdaut, und Fragmente wurden an 1%-Agarosegelen abgetrennt. DNA 
wurde auf Nylon-Membranen (Gene Screen) ubertragen und mit dem 32 P-mar- 
kierten Fragment gemafi den vorstehenden Angaben gepruft. 
Analyse von G418-resistenten ES -Kolonien 

Im ersten Experiment ergab die PCR-Analyse der gepoolten Kolonien 
ein positives PCR-Signal der erwarteten Grdfie (etwa 1,4 kbp) von 34 Pools 
entsprechend 136 G418-resistenten Kolonien. Die vier einzelnen Kolonien, 
die zu diesem positiven Pool beigetragen hatten, wurden einzeln durch PCR 
analysiert, und ein positiver Klon ES33D5 wurde identif iziert . Eine ahn- 
liche Analyse von 540 G4l8-resistenten Kolonien, die im zweiten Experi- 
ment erhalten wurden, ergab vier weitere positive Klone (ES41-1, ES61-1, 
ES65-1, ES110-1) . 

Urn die zielgerichtete Zerstdrung von einer Kopie der J-Gene zu veri- 
fizieren (das Gen ist autosomal und somit in zwei Kopien vorhanden) wur- 
den die PCR-positiven Klone expandiert, und genomische DNA wurde herge- 



19 

stellt, mit Hindlll Oder SacI verdaut und durch Southern- Analyse, wie be- 
schrieben, unter Verwendung der EcoRI-PstI- Sonde axialysiert . 

Der Ersatz der J-Gene durch Insertion des Neomycin-Gens durch ein 
homologes Rekombinationsereignis fflhrt zu einem Hindlll-Fragment, das mit 
der EcoRI-Pstl-Sonde, die etwa 1,9 kbp langer als das aquivalente Frag- 
ment im nativen Locus ist, aufgrund des Verlustes der beiden Hindlll - 
Stellen in der deletierten J-Gen-Region nachweisbar ist (vgl. Diagramm 
2C) . Eine Southern-Analyse samtlicher 5 positiven Klone durch Hindlll- 
Verdau ergab ein Muster, das anzeigte, daS eine der beiden Kopien der 
schwere Ket ten- J-Gene zerstdrt worden war. Es wurden 3 raarkierte Frag- 
mente nachgewiesen: Ein Fragment (etwa 760 bp), in der Grd&e identisch 
mit dem in unbehandelten Zellen in der gleichen Intensitat vorhandenen 
Fragment, ein Fragment {etwa 2,3 kbp) in der Grdfie identisch mit dem in 
unbehandelten Zellen vorhandenen Fragment, jedoch von verringerter Inten- 
sitat im PCR-positiven Klon und ein weiteres Fragment von etwa 4,2 kbp 
mit der f<ir ein homologes Rekombinationsereignis vorhergesagten Gr6Se, 
das nur in PCR-positiven Klonen vorhanden ist. In ahnlicher Weise ftthrt 
der Ersatz der J-Gene durch das Neomycin-Gen durch ein homologes Rekombi- 
nationsereignis zu einem Verlust von einer Sacl-Stelle und dem Auftreten 
eines Fragments, das mit der EcoRI-Pstl-Sonde, die etwa 570 bp kleiner 
als das aquivalente Fragment im nativen Locus ist, nachweisbar ist (vgl. 
Diagramm 2C) . Eine Southern-Analyse der Klone durch Sacl-Verdau ergab das 
erwartete Muster von einer nativen und einer zielgerichteten Allele: Etwa 
4,0 kbp-Fragment, in der Grofie identisch mit dem in unbehandelten Zellen 
nachgewiesenen Fragment, aber von verringerter Intensitat in den 5 posi- 
tiven Klonen und ein weiteres Fragment von etwa 3,4 kbp mit der fxfcr ein 
zielgerichtetes homologes Rekombinationsereignis vorhergesagten Gr6Se, 
das nur in den identif izierten Klonen vorhanden war. Eine Rehybridisie- 
rung der Southern- Blots mit einer Sonde fur das Neomycin-Gen zeigt, dafi 
nur die 4,2 kbp- und 3,4 kbp-Fragmente, die sich aus der Hindlll- und der 
Sacl-Verdauung ergeben, mit der Sonde entsprechend der Vorhersage durch 
das Zielereignis hybridisierten . 

Inaktivierung von Mause- Immunoglobulin- schwere Ketten- J-Genen in 

Mausen 

Injektion von zielgerichteten ES-Zellen in Miuse-Blastocysten und 
Erzeugung von chimaren Nachkommen 

Mause wurden von den Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME) bezogen. 
Dreieinhalb Tage alte C57BL/6-Blastocysten wurden von 4-5 Wochen alten 
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superovulierten weiblichen Tieren gemaS den Angaben von Koller et al., 
1989 (a.a.O.) erhalten. ES-Zellen wurden trypsiniert, 1 mal mit frischem 
DMBM-Medium gewaschen und in M2 -Medium auf etwa lxlQ<7ml verdunnt. Etwa 5 
ixl Zellen wurden zu einem 150 /rt-Trdpfchen des M2 -Mediums unter Paraf- 
findl, das die Blastocysten enthielt, gegeben. 10 bis 15 Zellen wurden in 
das Blastozdl der einzelnen Blastocysten injiziert. 6 bis 9 ES-Zellen 
enthaltende Blastocysten wurden jeweils in das Uterushorn von C57BL/6 x 
DBA Fl-pseudotrachtigen weiblichen Tieren, die 2,5 Tage vorher rait der 
Vasektomie unterzogenen mannlichen Tieren gepaart worden waren, zuruckge- 
bracht. Die aus den injizierten Blastocysten entwickelten Jungen wurden 
etwa 16-18 Tage spater geboren. Der Beitrag der ES-Zellen zu den Nachkom- 
men wurde visuell durch Prufung der Farbe des Fells der Jungen beurteilt. 
Die Blastocysten wurden von C57BL/6-Mausen mit durchgehender schwarzer 
Farbung erhalten. Die ES-Zellinie E14TG2 a/ d. h. die parentale Linie, aus 
der die Ziel-Zellinien abgeleitet waren, wurden von 129/Ola-Mausen iso- 
liert. Dieser Mausestamm ist cretnefarben, d. h. die kombinierte Wirkung 
der drei Farbgene, die Dominante A w -Allele des Agouti-Locus, die rezes- 
sive rosaaugige verwasserte Allele am p-Locus und die rezessive C c k-Al- 
lele am C-Locus. Nachkommen, bei denen die ES-Zellen bei der Erzeugung 
des Tiers beteiligt waren, wiesen Fell mit braunem und cremefarbenem Haar 
auf. Die ES-Zellinie ES41-1, die inaktivierte Mause Immunoglobulin- 
schwere Ketten trug, wurde auf die vorstehend beschriebene Weise in 
C57BL/6-Mause-Blastocysten injiziert. 6 der 18 uberlebenden Jungen wiesen 
eine hochgradige chimare Fellfarbung (70-90%) auf. Die PCR-Analyse von 
DNA, die aus chimaren neugeborenen Jungen eines weiblichen Tiers, dem 
Blastocysten nach Injektion der inaktivierten ES-Zellen implantiert wor- 
den waren, zeigten, daE der mutierte Immunoglobul in- schwere Ketten-Locus 
in einer Vielzahl von Organen, wie Milz, Thymus, Niere, Leber, Gehirn und 
Haut, vorhanden ist. 

Inaktivierung der Mause -Ig-K-Kette J-Gene in ES-Zellen 
Ein 5,6 kb-Hindlll-BamHI-Fragment mit einem Gehalt an den Mause -Im- 
munoglobulin-K-Ketten-J-Region-Genen und den 3 • -f lankierenden Sequenzen, 
wurde aus einer Balb/c-Mauseembryo-Genom-Bibliothek geklont und in 
pBluescriptSK-Vektor unter Bildung des Plasmids pKJ inseriert. pKJ wurde 
mit Hindlll und Pstl zur Deletion eines Fragments von etwa 1,7 kb mit 
einem Gehalt an den 5 J-Genen verdaut (vgl. Diagramm 3) . 
Ein 570 bp stumpfendiges Hindi 1 1 - Fragment , das die Region in 5'-Richtung 
von der Hindlll-Stelle neben der KJ-Region uberspannt, wurde durch Poly- 
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merase-Kettenreaktion (PGR) aus Mause-Genom-DNA geklont. Dieses Fragment 
wurde in Hindlll-Smal-verdauten plc-Klonierungsvektor (Marsh et al.. 
Gene, Bd. 32 (1984), S. 481-485) inseriert und durch Verdauung mit Kpnl- 
Xhol geschnitten. Ein Xho I - BamHI - Fragment von etwa 1,1 kb, das an der 
BaraHI-Stelle abgestumpft war und das das durch den Herpes simplex-Virus - 
Thymidin-kinase-Gen (HSV-tk) -Promotor gesteuerte Neomycin-Resistenzgen 
und einen Polyoma- Vers tarker enthielt, wurde aus pMClNeo isoliert (Thomas 
und Capecchi, 1987, a.a.O.). Das Neomycin- Fragment wurde in das Hindlll- 
Pstl-deletierte pKJ, das an der Pstl-Stelle abgestumpft war, in 5 '-Rich- 
tung zu den K-Seguenzen inseriert. Das erhaltene Plasmid wurde mit Kpnl 
und Xhol verdaut, und das 570 bp-Kpnl-XhoI-K- Fragment wurde in den Kpnl- 
Xhol-gespaltenen Vektor in 5'-Richtung zum Neomycin-Gen inseriert, urn den 
Inaktivierungsvektor zu bilden (prnKW, vgl. Diagramm 3). Die transkrip- 
tionelle Orientierung der Neomycin- und der K-Ketten-Gene ist die gleiche 
wie bei pmK6J. Das Plasmid wurde vor Transfektion in ES-Zellen durch 
ApaLI linearisiert. Die linearisierte Sequenz wies eine Homologie von 
etwa 3,8 kb und 570 bp zu den zellularen Sequenzen in 3'- und 5'-Stellung 
zum Neomycin-Gen auf . 
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Diagramm 3 
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Analyse von Q418-reBisteaton BS-Kolonien 

Eine Elektroporation des K-lnaktivierungsvektors in ES-Zellen und 
ein Screening auf homologe Rekombinationsereignisse wurde gemaS den Anga- 
ben zur Inaktivierung der Imraunoglobulin-schweren Kette durchgef uhrt . 
G418-resistente ES-Kolonien wurden auf die angestrebte homologe Rekombi- 
nation durch PCR unter Verwendung der zwei Oligonucleotid-Priraer 
CQQTTQCTGTTGTATCCATAACTC und CATCAGAGCAGCCGATTGTCTG analysiert, die den 
Seguenzen im Mause-K-Kette-Gen etwa 67 bp in 5'-Richtung von der Inser- 
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tionsstelle bzw. etwa 370 bp in 3'-Richtung von der Xhol-Stelle des Neo- 
mycin-Gens entsprechen. Bin Mp-markierte« Oligonucleotid mit 80 Basen, 
das etwa 10 bp 5' von der Insert ions s telle beginnt, wurde als Sonde zum 
Nachweis des beabsichtigten PCR-Produkts verwendet. Eine erfolgreiche ho- 
mologe Rekombination ergibt ein Fragment von etwa 1030 bp. Die PCR-Ana- 
lyse von 650 G418-resistenten Kolonien ergab 3 positive Kolonien (ES56-1, 
ES69-4, ES147-1) . Eine Southern- Analyse dieser Kolonien bestatigte die 
Integration des inaktivierungsvektors in 1 Allele der K- Immunoglobulin - 
Loci unter Bildung einer Deletion der J-Region. 

Erzeugung von humanem Ig in transgenen Mauaen 

^ . . - u.«~«~ A .» a^KuarAr TfohfcA In fcranaoenfiffi M&usb- 

Bexspiexi A^Seuyuuy wa* »iuiui**i«** fc * w ~ > " — — — - - 

DNA-Vektor 

Ein Spel-Fragment, das die humane schwere Kette-VH6-D-J-Qi-Cd -Region 
uberspannt {Berman et al., EMBO J. , Bd. 7 (1988), 8. 727-738; vgl. Dia- 
gramm 4) wird aus einer humanen, in einem kunstlichen Hefechromosom 
(YAC)-Vektor geklonten Bibliothek (Burke et al., Science, Bd. 236, S. 
806-812) unter Verwendung von DNA-Sonden gemafi den Angaben von Berman et 
al., EMCO J. , Bd. 7 (1988), S. 727-738) isoliert. Ein Klon wird erhalten, 
der auf etwa 100 kb geschatzt wird. Der isolierte YAC-Klon wird durch 
Gelelektrophorese mit gepulstem Feld (Burke et al., a.a.o.; Brownstein 
et al., Science, Bd. 244, S. 1348-1351) charakterisiert, wobei radioaktiv 
markierte Sonden fur die humane schwere Kette verwendet werden (Berman 
et al. , a.a.O.) . 

Einfuhrung von YAC-Klonen in Embryonen 

Hochmolekulare DNA wird in Agarose- Stopf en aus Hefezellen mit einem 
Gehalt an dem in Frage stehenden YAC (d. h. einem YAC mit einem Gehalt an 
dem vorerwahnten Spel-Fragment aus dem IgH-Locus) hergestellt. Die DNA 
wird der GrdSenfraktionierung an einem CHEF-Gel-Apparat unterworfen, und 
die YAC-Bande wird aus dem Agarosegel von niedrigem Schmelzpunkt ausge- 
schnitten. Das Gelfragment wird mit Polyaminen aquilibriert und sodann 
geschmolzen und mit Agarase zur Verdauung der Agarose behandelt. Die mit 
Poly-amin- beschichtete DNA wird sodann in den mannlichen Pronucleus von 
befruchteten Mauseembryonen injiziert, die auf chirurgischem Wege auf die 
vorstehend beschriebene Weise in den Uterus eines pseudotrachtigen weib- 
lichen Tiers eingefuhrt werden. Die transgene Natur der neugeborenen 
Tiere wird durch ein Slot-Blot von aus Schwanzen isolierter DNA analy- 
siert. Die Bildung von humanen schweren Ketten wird analysiert, indem man 
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eine geringe Serummenge gewinnt und mit Kaninchen-anti-human-Antikdrpern 
auf die Anwesenheit von Ig-Ketten testet. 

Ala eine Alternative zur Mikroinjektion wird YAC-DNA in Mause ES- 
zellen durch BS-Zellen : Hefe-Protoplaaten-Fuaion ubertragen (Traver et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, Bd. 86 (1989), S. 5898-5902; Pachnis et 
al., ibid. Bd. 87 (1990), s. 5109-5113). Zunachst werden das Neomycin-Re- 
sistenz-Gen aus pMClNeo und ein selektierbarer Hefe-Marker in nicht-ea- 
sentielle YAC-Vektoraeguenzen in einem Plasmid inaeriert. Diesea Kon- 
atrukt wird zur Transformation einea Hefestammea mit einem Gehalt an lg H - 
YAC verwendet, und pMClNeo wird durch homologe Rekombination in Vektorse- 
guenzen dea igH-YAC integriert. Das modifizierte YAC wird aodann durch 
Protoplaatenfusion in eine ES-Zelle ubertragen (Traver et al., i 989 . 
Pachnia et al., 1990), und erhaltene G418-reaiatente ES-Zellen, die'die 
intakten humanen IgH-Seguenzen enthalten, werden zur Erzeugung von chima- 
ren Mausen verwendet. 

Erzeugung von humanem tg dureh chimare Mause 
Xonatruktion einea humanen schwere Ketten-Brsatzvektors 
Die humanen Braatzseguenzen umfassen das SpeI-100 kbp-Fragment von 
genomiacher DNA, die die humane VHS-D-j-CM-Cfi-achwere Ketten-Region naeh 
isolation aus einer huraanen YAC-Bibliothek auf die voratehend beachrie- 
bene Weise umfaSt. Die flankierenden Mauae-achwere Ketten-Seguenzen, die 
das homologe Rekombinations-Verdrangungaereignia ateuern, enthalten ein 
10 kbp-BamHI-Fragment der Mauae-Ce-Ca-achweren Kette und ein S'-Jsss- 
Fragment mit der 5-Halfte dea JS58 -Fragments der variablen Mause-schwere 
Ketten-Region an den 3'- bzw. S'-Enden der humanen Seguenzen (Diagramm 
4) . Dieae Mause-Seguenzen werden aus einer Mause-Embryo-Genom-Bibliothek 
unter Verwendung der von Tucker et al., pkas USA, Bd. 78 (1981), S . 768 4- 
7688 und Blankenatein und Krawinkel (1987, a.a.O.) beschriebenen Sonden 
isoliert. Daa Fragment von 1150 bp Xhol bia BamHl mit einem Gehalt an 
einem Neomycin-Resistenz-Gen, daa durch den Herpes simplex-Virus -Thymi- 
din-kinaae-Gen (HSV-tk) -Promotor gesteuert wird, und einen Polyom-Ver- 
starker enthalt, wird aus pMClNeo (Roller und Smithies, 1989, a.a.O.) 
isoliert. Ein aynthetischer Adaptor wird an dieaea Fragment addiert, urn 
daa Xhol-Ende in ein BamHI-Ende uberzufuhren. Das erhaltene Fragment wird 
an BamHI-Mause-Ce-Ca in einem Plaamid gebunden. 

Aus dem YAC-Klon, der den humanen schwere Ketten-Locus enthalt. wer- 
den DNA-Seguenzen von jedem Ende dea Inserts entweder durch inverse' PCR 
(Silverman et al., PNAS, Bd. 86 (1989), S. 7485-7489) oder durch Plasmid- 
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"Rettung" in E. coll (Burke et al., 1987; Garza et al., Science, Bd. 246 
(1989), S. 641-646; Traver et al., 1989) gewonnen (vgl. Diagraram 4). Die 
isolierte humane Sequenz vom 5'-V6-Ende des YAC wird an die Mause-J5S8- 
Sequenz in einem Plasmid ligiert und ebenso wird die vom 3'C6-Ende des 
YAC abgeleitete humane Sequenz an das Neo-Gen im vorstehend beachriebenen 
Plasmid mit einem Gehalt an Neo und Mause-Ce-Ca ligiert. Das humane V6- 
Mause-J558-Segment wird nunmehr in einen halben YAC-Klonierungsvektor 
subkloniert, der einen selektierbaren Hefe-Marker (HIS3) , der in origina- 
lem igH-YAC nicht vorhanden ist, ein centromeres (CEN) und ein einzelnes 
Telomeres (TEL) enthalt. Das humane Cfi-Neo-M&use-Ce-Cci wird ebenfalls in 

• - —« « — _j ^4n^<« i>n»>ai*a^Ti'< «d1 ^ cH%n selektier- 

einen separaten naj-oeii ial-Vcauuj. uij-w — — 

baren Hefe-Marker (LEU2) und einem einzelnen TEL subkloniert. Der halbe 
YAC-Vektor mit einem Gehalt an der humanen V6-DNA wird linearisiert und 
zur Transformation eines Hefestammes verwendet, der in bezug auf die 
chromosomalen HIS3- und LBU2-Loci deletiert ist und der das IgH-YAC 
tragt. Eine Selektion auf Histidin-Prototrophie ergibt Hefekolonien, die 
eine homologe Rekombination zwischen den humanen V6-DNA- Sequenz en erfah- 
ren haben und ein rekombinantes YAC enthalten. Der halbe YAC-Vektor mit 
einem Gehalt an der humanen C5-DNA wird sodann linearisiert und zur 
Transformation des in der vorstehenden Stufe erzeugten Hefestammes ver- 
wendet. Eine selektion auf Leucin- Prototrophic ergibt einen Hefestamm mit 
einem Gehalt an dem vollstandigen IgH-Ersatz-YAC (vgl. Diagramra 4) . Die- 
ses YAC wird isoliert und durch Mikroinjektion auf die vorstehend for Em- 
bryonen beschriebene Weise in ES-Zellen eingefuhrt. 
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Diagramm 4 
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Gem&S den vorstehenden Verfahren laSt sich ein antigener oder chima- 
rer Nichtprimaten-Wirt, insbesondere ein Mausewirt erzeugen, der zur Bil- 
dung von humanen Antik6rpem oder Analogen, die fur ein Immunogen spezi- 
fisch sind, immunisiert werden kann. Auf diese Weise werden die Probleme 
bei der Bereitstellung von humanen monoklonalen Antikdrpern vermieden, da 
Mause rait Immunogenen immunisiert werden k&nnen, die bei. einera humanen 
Wirt nicht eingesetzt werden konnen. Peraer lassen sich Auf f risen- Inj ek- 
tionen und Adjuvantien bereitstellen, deren Bereitstellung bei einera hu- 
manen Wirt nicht mfiglieh ware. Die erhaltenen B-Zellen kdnnen eodann zur 
Immortalisierung fur die kontinuierliche Erzeugung des gew&nsehten Anti- 
kdrpers eingesetzt werden. Die immortal isier ten Sellen k6nnen zur Isolie- 
rung der Gene, die fur das Immunoglobulin oder ein Analoges kodieren, 
verwendet werden und der Mutation durch in vitro-Mutagenese oder eine an- 
dere Mutagenisierungstechnik unterworfen werden, urn die Bigenschaften der 
Antikorper zu modifizieren. Diese mutagenisierten Gene konnen in die im- 
mortalisierten Zellen zur horaologen Rekombination zuruckgefuhrt werden, 
um eine kontinuierliche Saugetier-Zellquelle fur die gewunschten Antik6r- 
per bereitzustellen. Die vorliegende Erfindung stellt eine zweckmaSige 
Quelle fur humane Antikorper bereit, wobei die humanen Antikdrper in ana- 
loger Weise wie bei der Herstellung von Antik6rpern in einera humanen Wirt 
gebildet werden. Die M&usezellen sorgen in zweckraaSiger Weise fur die Ak- 
tivierung und Utnlagerung von humaner DNR in Mausezellen zur Bildung der 
humanen Antik6rper. ' , 
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PATENTANS PltCHE 

1. Transgenes Nichtprimaten-Saugetier, enthaltend ein modifizier- 
tes Genom, wobei die Modifikation eine Lasion in der J-Region von minde- 
stens einer Kopie des Immunoglobulin-schwere Ketten-Locus umfaSt, wobei 
diese Lasion zur Ttofahigkeit dieser Kopie des Locus zur Umlagerung Oder 
zur Erzeugung einer funktionellen Botschaft, die fu r eine Immunoglobulin- 
schwere Ketten-Untereinheit kodiert, fuhrt. 

2. Saugetier nach Anspruoh l, wobei die Modifikation ferner eine 
Lasion in mindestens einer Kopie eines Immunoglobulin-leichte Ketten-Lo- 
cus umfaSt, wobei die Lasion zur Unfahigkeit des Locus zur Umlagerung 
Oder zur Erzeugung einer funktionellen Botschaft, die fur die leichte 
Ketten-Untereinheit kodiert, fuhrt. 

3. Saugetier nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Modifikation Lasio- 
nen in zwei Kopien des Immunoglobulin-schwere Ketten-Locus und/oder La- 
sionen in zwei Kopien des Immunoglobulin-leichte Ketten-Locus umfaSt. 

4. Saugetier nach einera der vorstehenden Anspriiche. wobei die Mo- 
difikation ferner den Einbau eines Immunoglobulin-Locus, der fur eine xe- 
nogene leichte Kette oder sehwere Kette oder beides kodiert, in das Oenom 
umfafit . 

5. Transgenes Nichtprimaten-Tier nach einem der vorstehenden An- 
spriiche, wobei es sich beim Nichtprimaten- Saugetier um eine Maus handelt. 

6. Transgenes Nichtprimaten-Saugetier nach einem der vorstehenden 
Anspriiche, wobei es sich beim xenogenen Immunoglobulin um ein humanes Im- 
munoglobulin handelt. 

7. Transgenes Nichtprimaten-Saugetier nach einem der Anspruche 4 
bis 6, wobei das xenogene Ig eine variable Region umfaSt, die durch eine 
Peptidbindung mit einem Peptid verbunden ist, das von der bloEen konstan- 
ten Ig-Region abweicht. 

8. Embryonale Stammzelle (ES) eines Nichtprimaten-Saugetiers, ent- 
haltend ein modifiziertes Genom, wobei die Modifikation eine Lasion in 
mindestens einer Kopie der J-Region des Immunoglobulin-schwere Ketten-Lo- 
cus umfaSt, wobei die Lasion zur Unfahigkeit der Kopie des Locus zur Um- 



lagerung oder zur Erzeugung einer funktionellen Botschaft, die fur eine 
Immunoglobulin-schwere Ketten-tftitereinheit kodiert, fuhrt; und 
die ggf . ferner folgendes enthalt: 

a) eine Lasion in mindestens einer Kopie eines Immunoglobulin- 
leichte Ket ten-Locus, wobei die Lasion zur Unfahigkeit des Locus zur Um- 
lagerung oder zur Brzeugung einer funktionellen Botschaft, die fur die 
leichte Ketten-Uhtereinheit kodiert, fuhrt; und/oder 

b) Einbau in das Genom der ES-Zellen eines Immunoglobulin-Locus, der 
far eine xenogene leichte Kette oder schwere Kette oder beides kodiert, 

9. Verwendung der ES-Zelle nach Anspruch 8 zur Brzeugung eines 
transgenen wichtpr imat en- Sauge tiers. 

10. Verfahren zur Brzeugung von xenogenen Antikdrpern gegen ein An- 
tigen, wobei das verfahren folgendes umfaSt: Iromunisieren des transgenen 
Nichtprimaten-Saugetiers nach Anspruch 4 mit einera Antigen, urn eine Se- 
kretion von Antik6rpern durch mindestens einige der B-Zellen des S&uge- 
tiers in den Blutstrom herbeizufuhren; und 

(a) Gewinnen der Antikorper aus dem Blutstrom des Tiers; oder 

(b) Durchfuhren eines Verfahrens, das folgendes umfafit: 

- Gewinnen von B-Zellen aus dem Tier; 

- Iramortalisieren der B-Zellen; 

- Screening der immortal isierten B-Zellen auf solche immortalisierte 
B-Zellen, die die Antik6rper sekretieren; und 

- Gewinnen der Antikfirper; oder 

(c) Durchfuhren beider Verfahren (a) und (b) . 

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei die xenogenen AntikSrper hu- 
man sind. 

12. immortalisierte B-Zellen, die Antikorper sekretieren, die mit 
einem spezif ischen Antigen iramunoreaktiv sind, wobei die immortal isierten 
B-Zellen von einem transgenen Nichtprimaten-Saugetier nach Anspruch 4, 
dem das Antigen verabreicht worden ist, abgeleitet sind. 

13. Verfahren zur Brzeugung von Antikdrpern, die mit einem ge- 
wunschten Antigen immunoreaktiv sind, wobei das Verfahren folgendes um- 
fafit: zuchten der immortal isierten B-Zellen nach Anspruch 12 unter Bedin- 
gungen, bei denen die Antikdrper sekretiert werden; und 

- Gewinnen der Antikorper aus der Kultur. 

14. verfahren nach Anspruch 13, wobei die Antikdrper eine variable 
Region umfassen, die durch eine Peptidbindung mit einem Peptid verbunden 
ist, das von der blofien konstanten Ig-Region abweicht. 
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15. Verfahren zur Erzeugung eines transgenen Nichtprimaten-Sauge- 
tiers, das ein modif iziertes Genom enthalt, wobei das Verfahren folgendes 
umfaSt: Erzeugen einer Lasion in der J-Region von raindestens einer Kopie 
des Immunoglobulin-schwere Ketten-Locus, wobei die Lasion zur Uhfahigkeit 
der Kopie des Locus zur Umlagerung oder zur Erzeugung einer funktionellen 
Botschaft, die fur eine Itnmunoglobulin-schwere Ketten-Untereinheit ko- 
diert, fOhrt. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei das Verfahren ferner folgen- 
des umfaSt: Erzeugung einer Lasion in mindestens einer Kopie eines Immu- 
noglobulin-leichte Ketten-Locus, wobei die Lasion zur Uhfahigkeit des Lo- 
cus zur Umlagerung oder zur Erzeugung einer funktionellen Botschaft, die 
fur die leichte Ketten-Untereinheit kodiert, fuhrt. 

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, wobei das Verfahren die Er- 
zeugung einer Lasion in zwei Kopien des Immunoglobulin-schwere Ketten-Lo- 
cus und/oder von Lasionen in zwei Kopien des Innrnmoglobulin-leiohte Ket- 
ten-Locus umfaSt. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 17, wobei das Verfah- 
ren den Einbau eines Itnmunoglobulin-Locus, der fur eine xenogene leichte 
Kette oder eine schwere Kette oder beides kodiert, in das Genom umfafit. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche ;s bis 18, wobei es sich 
beim Nichtprimaten-Saugetier um eine Maus handelt. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 19, wobei das xeno- 
gene Immunoglobulin human ist. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 18 bis 20, wobei das xeno- 
gene ig eine variable Region umfafit, die durch eine Peptidbindung an ein 
Peptid gebunden ist, das von der blofien konstanten Ig-Region abweicht. 

22. Verfahren zur Erzeugung einer embryonalen Stammzelle (ES) eines 
Nichtprimaten-Saugetiers, enthaltend ein modif iziertes Genom, wobei das 
Verfahren folgendes umfaSt: Erzeugen einer Lasion in mindestens einer Ko- 
pie der J-Region des Immunoglobulin-schwere Ketten-Locus, wobei die La- 
sion zur Unfihigkeit der Kopie des Locus zur Umlagerung oder zur Erzeu- 
gung einer funktionellen Botschaft, die fur eine Immunoglobulin-schwere 
Ketten-Untereinheit kodiert, fuhrt; und 

wobei das Verfahren ggf . ferner folgendes umfaSt: 

(a) Erzeugen einer Lasion in mindestens einer Kopie eines Immunoglo- 
bulin-leichte Ketten-Locus, wobei die Lasion zur Unfahigkeit des Locus 
zur Umlagerung oder zur Erzeugung einer funktionellen Botschaft, die fur 
die leichte Ketten-Untereinheit kodiert, fuhrt; und/oder 



31 



(b) Einbau in das Genom der ES-Zellen eines Immunoglobulin- Locus 
der fur eine xenogene leichte Ke tte oder schwere Kette oder beides ko- 

diert. 

23. Verfahren zur Brzeugung von immorbalisierten B-Zellen, die An 
t^orper sefcretieren, die mit eine* spezifischen Antigen i.nunoreaJctiv 
sxnd, wobei das Verfahren die Ableitung der inunortalisierten B- 2e llen aus 
einem transgenen NichtprWen-Saugetier nach Anspruch 4 oder X8, dem das 
Antigen verabreicht worden ist, umfafit. 



